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摘要 
双孢蘑菇是高经济价值和生态意义的栽培食用菌。在许多因素中，温度是影
响其栽培的主要因素。双孢蘑菇 02 菌株是一株耐热菌株，可在 25℃~28℃下栽
培；而 8213菌株是一株普通菌株，只能在 16℃~22℃下栽培。目前 02菌株耐热
的本质尚不清楚。本实验室通过构建的两个抑制性消减杂交文库 I（02热胁迫 vs. 
8213 热胁迫）和 II (02 热胁迫 vs. 02 非热胁迫）获得一批耐热相关基因的 EST
序列。本文对一些候选 EST 序列进行了以下研究：首先，通过 cDNA 末端快速
扩增技术克隆 EST 序列 1F6，1F146，First8，2F277 和 2F255 两侧序列；以两
侧序列设计引物，通过反转录 PCR克隆 1F6，First8，2F277 和 2F255 的 cDNA
全长，序列分析分别预测为 pabS，lectin，hsp90 和 hsp70 基因。以克隆 cDNA
的相同的引物，但以 02菌株 gDNA为模板，获得了 pabS，lectin，hsp90和 hsp70 
gDNA 全长。以获得的 gDNA 序列设计引物，通过 SEFA-PCR，克隆了 pabS，
hsp90和 hsp70 gDNA 5′ 侧翼序列，以便将来研究其转录机制。通过实时荧光定
量 PCR分析预测的 pabS，lactonase，lectin，hsp20，hsp90和 hsp70 基因在三个
双孢蘑菇菌株（02 菌株，2796 菌株和 8213 菌株）中的表达差异，发现 lectin，
hsp90和 hsp70在 02菌株中高表达；以 GAPDH 为内参，通过蛋白质印迹验证预
测的 PABA 合成酶，HSP90和 HSP70蛋白在三个双孢蘑菇菌株中的表达差异。
其次，对预测的 PABA 合成酶蛋白的生化特性进行了分析，结果表明它是一个
氨基脱氧分支酸合成酶 (ADCS)，需要添加氨基脱氧分支酸裂解酶 (ADCL) 才
能将分支酸转化成对氨基苯甲酸。该酶的最适温度 25℃，最适 pH 8.0，对双底
物之一分支酸的米氏常数是 116 μmol/L，而另一底物谷氨酰胺的米氏常数是 2.47 
mmol/L；过氧化氢对酶活性有明显的破坏作用，热休克蛋白 20可使酶活性得到
部分恢复，而巯基试剂能够恢复大部分酶活性，提示半胱氨酸基团与酶活性相关。
第三，比较转双孢蘑菇 hsp20 基因和 pabS 基因拟南芥的耐热表型；发现过表达
hsp20 基因能够促进拟南芥下胚轴热激后恢复生长，而过表达 pabS 基因能够促
进根的生长，提示 HSP20蛋白可能直接参与双孢蘑菇 02菌株的耐热过程。最后
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一点，但也是非常重要的一点，利用本实验室已构建转蘑菇耐热相关基因农杆菌
侵染双孢蘑菇 8213菌褶进行初步研究。 
关键词： 双孢蘑菇；热休克蛋白；实时荧光定量 PCR；蛋白质印迹；4-氨基-4-
脱氧分支酸合成酶；耐热表型 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
 XI  
Abstract 
Agaricus bisporus (A. bisporus) is a kind of edible mushroom with high ecological 
and economical values. Among various factors, temperature is the critical factor 
restricted for its cultivation. A. bisporus 02 is a thermotolerance strain, which can be 
cultivated at 25℃~28℃, whereas A. bisporus 8213 is a normal strain, only adapt for 
growing at 16℃~22℃. As we know, the mechanism of thermotolerance of A. 
bisporus 02 is unclear. Based on suppression subtractive hybridization (SSH), our 
laboratory has obtained a number of EST sequences of thermotolerance related genes. 
In this paper, we studied several selected EST sequences from multi dimension. First, 
we cloned flanking sequences of 1F6, 1F146, First8, 2F277 and 2F255 EST 
sequences by 5′ and 3′ RACE, and designed primers based on the two flanking 
sequences. We then cloned cDNA full-length of 1F6, First8, 2F277 and 2F255. 
Sequence alignment analysis suggests they were putative pabS, lectin, hsp90 and 
hsp70 gene. Used the same primers for cloning cDNA but A. bisporus 02 total DNA 
as template, we acquired full-length of putative pabS, lectin, hsp90 and hsp70 gDNA. 
Used the known gDNA sequence, we designed SEFA-PCR primers and cloned 5′ 
flanking sequence of pabS, hsp90 and hsp70 gDNA, which can be used for future 
transcription mechanism analyzing study. We then used real-time PCR for analyzing 
expressing difference of putative pabS, lactonase, lectin, hsp20, hsp90 and hsp70 
genes among three A. bisporus strains (strain 02, strain 2796 and strain 8213), we 
found lectin, hsp90 and hsp70 constitutive overexpressing in A. bisporus 02; with 
GAPDH as reference, we also analyzed putative PABA synthase，HSP90 and HSP70 
protein expressing difference by western blot. Second, we analyzed biochemical 
character of putative PABA synthase. In fact, it is a 4-amino-4-deoxychorismate 
synthase (ADCS), only added with 4-amino-4-deoxychorismate lyase (ADCL) can it 
transform chorismate into PABA. In vitro experiment suggests it has optimum 
temperature 25℃ and optimum pH 8.0, its Km for one substrate chorismate is 116 
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μmol/L and for another substrate glutamine is 2.47 mmol/L. The obvious damage of 
H2O2 on enzyme activity can be recovered by HSP20 feebly; whereas sulphydryl 
reagents can remarkably promote its activity, suggesting that cysteine residues are 
essential for catalytic function. Third, we compared thermotolerance phenotype of 
Abhsp20 and AbpabS transgenic Arabidopsis thaliana, we found overexpressing 
hsp20 gene can promote hypocotyl elongation, whereas overexpressing pabS gene can 
promote root elongation after heat-stress, which suggests protein HSP20 involve in 
thermotolerance of A. bisporus 02. Last but not the least; we used Agrobacterium 
transformed with A. bisporus thermotolerance-related genes for A. bisporus 8213 gill 
tranfection.  
Keywords:  Agaricus bisporus;  heat shock protein;  real-time PCR;  western 
blot;  4-amino-4-deoxychorismate synthase;  thermotolerance phenotype
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第1章 前言 
1.1 双孢蘑菇 
1.1.1 双孢蘑菇简介 
双孢蘑菇别名蘑菇、洋蘑菇、白蘑菇等，喜生长在粪草发酵料上，生林地、
草地、田野、公园、道旁等处。广泛分布于北半球温带。中国的华南、华东、华
中、东北、西北等地均有分布。属蘑菇科（黑伞科）（Agaricaceae）蘑菇属，学
名 Agaricus bisporus，因担子上通常仅着生两个担孢子而得名。是目前世界上人
工栽培最广泛、产量最高、消费量最大的食用菌。双孢蘑菇依菌盖颜色可分为白
色种（又称夏威夷种）、奶油色种（又称哥伦比亚种）和棕色种（又称波希米亚
种）。三者在栽培习性、生产性能、产品品质上均有不同，其中以白色种栽培最
为广泛。 
1.1.2 双孢蘑菇的生物学特征 
双孢蘑菇子实体中等大，菌盖宽5-12 cm，初半球形，后平展，白色，光滑，
略干渐变黄色，边缘初期内卷。菌肉白色，厚，伤后略变淡红色，具蘑菇特有的
气味（见图1-1）。菌褶初粉红色，后变褐色至黑褐色，密，窄，离生，不等长，
菌柄长4.5-9 cm，直径1.5-3.5 cm，白色，光滑，具丝光，近圆柱形，内部松软或
中实，菌环单层，白色，膜质，生菌柄中部，易脱落。 
 
 
 
图 1-1. 双孢蘑菇 8213子实体 
Fig 1-1. Fruiting body of Agaricus bisporus 8213 
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